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論 文 内 容 要 旨
神経幹細胞は,未分化な状態で増殖を繰り返す
｢自己複製能｣とニューロン,アストロサイ ト,
オリゴデンドロサイ トの神経系細胞に分化する
｢多分化能｣という性質を併せ持つ細胞と定義さ
れ,主に胎生期において活発に増殖と分化を繰り
返し,脳の発生に重要な役割を果たしている｡また,
∴ ､∴ ∴
図1 海馬歯状回における神経幹細胞とニューロ
ン新生
神経幹細胞は発達期だけでなく成体脳においても
存在し,特に海馬歯状回 (図1),喚球において生涯に渡って持続的なニューロン新生を担っていること
が明らかになってきた｡さらに,脳障害時におけるニューロン再生や,記憶 ･学習,抗うつ薬の薬理効
果にも関与することが報告されており,中枢神経疾患治療薬の新規標的や再生医療の点において注目さ
れている｡しかしながら,その活性制御機構は十分には理解されていない｡
これまでに本研究室において,睡眠剥奪後の回復睡眠がラット海馬歯状回の額粒細胞下層 (SGZ)の
神経幹細胞/前駆細胞の増殖を促進させることがわかっている (unpublisheddata)｡一方,病態時に局所
的に高濃度で産生され,多彩な生理作用を有するプロスタノイ ドの一種に,強い睡眠誘導作用など脳機
能に重要な役割を持つプロスタグランジンD2 (PGD2)があるoまた,予備実験において成体マウス海
馬におけるプロスタノイ ドの含有量を解析したところ,他のプロスタノイ ドと比べてPGD2が最も豊富
に存在していることがわかっている｡以上のことから,本研究では,睡眠による海馬歯状回のニューロ
ン新生調節作用において睡眠誘導物質の一つであるPGD2に着目した｡そこで,マウス海馬由来神経幹
細胞に対するPGD2の作用とその作用メカニズムを明らかにし,ニューロン新生における新規の神経幹
細胞機能調節機構について,invitT10及びinvivoの両面から詳細に解析することを目的とし,研究を行ったo
増殖能評価法であるWST-8assay(生細胞数測定法)及びBrdUassay(DNA合成能測定法)を用いて,
神経幹細胞の増殖能に対するPGD2の効果を検討した｡神経幹細胞の選択的培養法であるニューロスフェ
ア法によって分離培養した海馬由来神経幹細胞にPGD2を処理すると,EGF存在下 (2,20ng/ml)にお
いてPGD2は低濃度 (o･3-2LIM)で神経幹細胞の増殖を促進し,高濃度 (5-10pM)では抑制するとい
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図2 EGF誘導性の神経幹細胞の増殖に対する
PGD2の効果
う二相性の調節作用を示した (図2)opGD2の生理
作用は,一般にGタンパク質共役型受容体である
PGD2受容体 (DPl,DP2)を介して惹起されるこ
とが知られている｡しかしながら,pGD2受容体ア
ンタゴニストを用いた解析により,PGD2による神
経幹細胞の増殖調節作用にDPl,DP2のいずれも
関与していないことが示唆された｡
近年,pGD2は生体内で非酵素的脱水により,シ
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クロペンテノンン構造を有する15-デオキシ △ー 12･14-プロスタ
グランジンJ2 (15d-PGJ2) に変換されることが報告されている
(図3)｡これまでの結果より,PGD2による神経幹細胞の増殖
能調節作用は既知の受容体を介した経路とは別であり,PGD2
の代謝産物である15d-PGJ2が活性本体ではないかと考えられ
た｡そこで,WST-8assayとBrdUassayを用いて検討したところ,
EGF存在下 (2,20ng/ml)では,15d-PGJ2は低濃度 (o･3pM)
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図3 PGD2からpGJ2類の生成
において増殖を促進し,高濃度 (ILIM～ 10pM)では抑制す
るというpGD2と同様の二相性の調節作用を示した (図4)｡興味深いことに,この15d-PGJ2による増殖
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図4 EGF誘導性の神経幹細胞の増殖に対する15d-PGJ2
の効果
調節作用は,PGD2と比較してより低い濃
度で観察されることが明らかになった｡
15d-PGJ2は核内受容体であるperoxisome
proliferator-activatedreceptor-†(PPARy) の
内因性のリガンドになることが知られてい
るが,ppAR†アンタゴニストを用いた解析
により,PGD2及び 15d-PGJ2による神経幹
細胞の増殖調節作用にPPARγは関与してい
ないことが確認された｡一方,15d-PGJ2は
シクロペンテノン環中の9位の位置に,親電子性炭素を有しており,この親電子性炭素を介してグルタ
チオンや標的タンパク質中のシステイン残基と共有結合し,細胞内情報伝達に関わることが知られてい
る｡そこで,15d-PGJ2の作用における親電子性炭素の関与を,親電子性を欠失させた構造類似体である
CAY10410を用いて検討を行ったところ,CAY10410は,EGF(2,20ng/ml)による神経幹細胞の増殖に
対していずれの濃度 (o･olLIM- 1pM)においても影響を与えなかった｡これらのことから,15d-PGJ2
は親電子性炭素を介して,ある種の標的タンパク質のシステイン残基と共有結合し,そのタンパク質の
生理機能を変化させることにより神経幹細胞の増殖を調節している可能性が示唆された｡
次に,その標的物質候補として細胞内の主要な還元物質であるグルタチオンに着目し,その関与につ
いて解析を行った｡まず,15d-PGJ2が神経幹細胞内のグルタチオンと共有結合し,総グルタチオン量
を減少させるのかを,酵素リサイクリング法を用いて解析したところ,増殖を促進させる低濃度 (0.3
LIM)では細胞内の総グルタチオン量に影響を及ぼさなかった｡一方で,増殖を抑制させる高濃度 (1-
10pM)においては,グルタチオン量を非常に強く減少させた｡これらの結果から,高濃度の15d-PGJ2
は神経幹細胞内においてグルタチオンを化学修飾し,細胞内グルタチオン量を減少させることが示唆さ
れたoさらに,神経幹細胞内の活性酸素種 (ROS)レベルに対する15d-PGJ2の効果について,ROSに
選択的な蛍光指示薬であるH2DCFDAを用いて検討した｡その結莱,15d-PGJ2は濃度依存的に神経幹細
胞内ROSレベル上昇させた｡特に,増殖を促進させる低濃度 (0.3pM)ではROSレベルの上昇は中程
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度であったが,増殖を抑制させる高濃度 (1pM)においては非常に強くROSレベルを上昇させた｡さ
らに,親電子性が欠失したcAYIO410では細胞内ROSレベルに対して影響を及ぼさなかった｡これらの
ことから,神経幹細胞内ROSレベルの調節には15d-PGJ2の持つ親電子性炭素が重要であることが示唆
されたoまた,過剰の膜透過型グルタチオンの添加は,15d-PGJ2による二相性の増殖調節作用を部分的
に抑制した｡
これまでの結果から,高濃度の15d-PGJ2は多くのグルタチオンと共有結合する結果,細胞内ROSレ
ベルを,生理学的範囲を超えて非常に高く上昇させ,増殖の抑制を引き起こすことが考えられた｡しか
しながら,低濃度の15d-PGJ2は細胞内グルタチオン量に影響を及ぼさなかったことから,グルタチオン
以外の標的物質が,増殖促進作用において重要な役割を果たしていることが考えられる｡15d-PGJ2の標
的分子としてH-rasが報告されている｡すなわち,15d-PGJ2によるHTaSタンパク質中のシステイン残
塞-の共有結合によって,MAPK経路の活性化が惹起される｡そこで,神経幹細胞におけるEGF誘導性
ERKl/2のリン酸化に対する15d-PGJ,の効果についてウェスタンブロッティング法を用いて検討したと
ころ,低濃度 (0.3pM)ではERKl/2のリン酸化に影響をほとんど及ぼさなかったoこのことから低濃
度の15d-PGJ2の標的分子として,HTaSは可能性が低いと考えられた｡一方で,15d-PGJ2と同じシクロ
ペンテノン型プロスタグランジンで親電子性を持つ合成化合物のNEPP11が,Keapl爪Irf2経路を活性化し,
ニューロンを保護することが報告されている｡Keap伽rf2経路が活性化されると,PhaseII酵素群である
hemeoxygenase-1(HO-1)遺伝子が発現される｡15d-PGJ2がこのKeap/Nrf2経路を活性化し,HO-1の発
現を誘導するか検討したところ,低濃度の15d-PGJ2においても遺伝子発現が強く誘導された｡低濃度の
15d-PGJ2による神経幹細胞の増殖促進作用において,Keapl爪rf2経路が重要な役割を持つ可能性が考え
らたが,この仮説を明らかにするにはさらなる詳細な解析が必要である｡
最後に,invitroにおいて観察された15d-PGJ2の作用,invivoにおいても起こるのかどうかをであるか
を,5週齢の雄性マウスに対する15d-PGJ2の脳室内投与及びBrdU免疫染色によって検討した｡その結果,
低用量 (1ng)の15d-PGJ2投与はマウス海馬歯状回の神経幹/前駆細胞の増殖を有意に促進し,一方で
高用量 (30ng)では増殖を抑制するという二相性の調節作用が,invitroと同様に観察されたo
以上の結果から,脳内の主要プロスタノイ ドで,睡眠誘導
物質であるPGD2による海馬由来神経幹細胞の増殖調節作用
は,PGD2受容体を介した経路でなく,その代謝産物である
15d-PGJ2が主に作用していることが示唆されたoまた,そ
のメカニズムのとして高濃度の15d-PGJ2では,細胞内グル
タチオンと共有結合し,細胞内のROSレベルを急激に上昇
させることで,神経幹細胞の増殖を抑制していることがわ
かった｡その一方,低濃度の15d-PGJ2はグルタチオンとは
別の,未知の標的物質を介した経路によって神経幹細胞の増
殖を促進していることが推察された｡現在のところ,その標
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図5 予想される15d-PGJ2による増殖
能調節作用のメカニズム
的のひとつとして,15d-PGJ2によるNrf2瓜eepl経路の活性化を推察しているo近午,幹細胞を用いた再
生医療-の期待が高まる中で難治性中枢疾患に対する新たな治療法として,内在性神経幹細胞の賦活化
などが注目されているが,これら治療法の開発に,さまざまな生理的 ･病態生理的な因子による神経幹
細胞の増殖や運命決定に関与する分子メカニズムを解明することが必須である｡本研究において,必要
不可欠な生理現象である睡眠を誘導するPGD2及びその代謝産物である15d-PGJ2が神経幹細胞の増殖を
調節する作用を持つことが解明されことで,神経幹細胞を用いた新たな治療法開発のための手がかりに
なることが期待される｡
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審 査 結 果 の 要 旨
神経幹細胞は主に胎生期において活発に増殖と分化を繰り返し,脳の発生に重要な役割を果たしてい
るが,神経幹細胞は発達期だけでなく成体脳においても存在し,特に海馬歯状回,喚球において生涯に
渡って持続的なニューロン新生を担っていることが明らかになってきた｡さらに,脳障害時における
ニューロン再生や,記憶 ･学習,抗うつ薬の薬理効果にも関与することが報告されており,中枢神経疾
患治療薬の新規標的や再生医療の点において注目されている｡しかし,神経幹細胞の増殖制御機構は十
分には理解されていない0本論文は,睡眠誘導物質の一つであるPGD2に着目し,マウス海馬由来神経
幹細胞の増殖に対するPGD2の作用とその作用メカニズムを,invitro及びinvivoの両面から詳細に解析
した結果を記したものである｡
まず,神経幹細胞の増殖能に対するPGD2の効果を検討し,神経幹細胞の選択的培養法であるニュー
ロスフェア法によって分離培養した海馬由来神経幹細胞にPGD2を処理すると,EGF存在下において
PGD2は低濃度で神経幹細胞の増殖を促進し,高濃度では抑制するという二相性の調節作用を示すこと
を兄いだした｡pGD2受容体アンタゴニストを用いた解析により,PGD2による神経幹細胞の増殖調節作
用にPGD2受容体DPl,DP2のいずれも関与していないことが示唆された｡そこで次に,PGD2の非酵
素的代謝物 15-デオキシ △ー12･Ⅰ4-プロスタグランジンJ2 (15d-PGJ2)の効果について検討したoその結果,
EGF存在下では,15d-PGJ2は低濃度において増殖を促進し,高濃度では抑制するというpGD2と同様の
二相性の調節作用を示すことを明らかにした｡
次に作用機序について詳細に解析 した｡pGD2及び 15d-PGJ2による神経幹細胞の増殖調節作用に
peroxisomeproliferator-activatedreceptorr (PPARy)は関与していないこと,15d-PGJ2は親電子性炭素を
介して増殖促進および抑制の両作用を発現すること,高濃度の15d-PGJ2は神経幹細胞内においてグルタ
チオンを化学修飾し,細胞内グルタチオン量を減少させ,神経幹細胞内ROSレベル上昇させ,増殖を抑
制することを明らかにした｡最後に,15d-PGJ,はinvivoにおいてもマウス海馬歯状回の神経幹/前駆細
胞の増殖を有意に促進し,その一方で高用量では増殖を抑制するという二相性の調節作用を示すことが
観察された｡
以上のように本研究の結果,脳内の主要プロスタノイ ドで,睡眠誘導物質であるPGD2は15d-PGJ2を
介し,低濃度で神経幹細胞の増殖を促進し,高濃度では抑制するという二相性の調節作用を示すことを
初めて明らかにし,その分子機序に迫った｡これらの研究成果は神経幹細胞を標的とした新たな治療法
開発につながる可能性がある｡よって本論文は博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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